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論 文 内 容 要 旨
キュウリ斑点細菌病はPseudonlonassyringaepvき互achrymans(Smith&Bryan1915)
Young,Dye&wilkie1978の侵害によ って起こる病気である。日本では197Q年初め頃より全国
各地のハウス栽培のキュウリに激発 している。すなわち,葉 身に角斑型病斑を形成 し,茎や果実
を腐敗 ざせ,大 きな被害を与えている。 このように大きな被害があるにも拘 らず,本 病に対する
抵抗性の研究は余り見当 らない。本研究では病斑形成過程を疫学的及び組織学的に研究した。
すなわち,噴 霧接種法及び加圧噴霧接種法の2種 の接種法を用いて,病 斑形成過程,キ ュウリの
品種間抵抗性差異。及び本病発生に対す る環境要因の影響を調べた。更に,病 斑形成過程を走査
型及び透過型電子顕微鏡で詳細に検討すると共に,本病原細菌の産生する壊死斑形成因子にっい
て検討 した。
1.接 種方法の検討
本研究では噴霧接種法及びSpraygunによる加圧噴霧接種法の2種 の接種法を用いたが,
両接種法による病斑形成過程にほとんど差異は認められなかった。病斑の形成は水浸状小斑点
の形成に始まり,接種後2日 目には小斑点が癒合 して水浸状病斑が形成された。その後病斑は
白緑色から白色～白褐色に変色 し、病斑の周囲に黄色のHaloが形成 され,病斑部の組織は著
しく薄 くなった(第1図)。本病の病斑には質的に異なるいわゆる病斑型(抵 抗性病斑～罹病性
病斑)は 認められなかった。加圧噴霧接種法は噴霧接種法に比較 し,キュウリ葉の任意の部分
に,任意の大きさに接種でき,か つ病斑の拡大を容易に測定できるという利点を持つことが明
らかになった。
aキ ュウ リ品種間の 抵抗性差異
本病に対するキュウリ品種間の抵抗性差異を噴霧接種法による角型病斑形成数で検討した結
果,供 試キュウリ21品種のうち,酒 田,新ときわ,刈 羽青長節成 最上 及び青長地這の5品
種は抵抗性を,一 方,相 模半白,泉春A,大 和三尺,及 び長日落合2号 などの16品種は罹病性
を示 した(第2図)。また加圧噴霧接種法による病斑の大きさで比較すると,青長地這及び長 日
落合2号 に比較 し,最上及び大和三尺は病斑が速かに拡大 し,病斑の大きさに差異が認め られ
た(第1表)。病斑形成数からみた抵抗性 と病斑の拡大からみた抵抗性とは必ず しも一致 しなか
った。次に,上記の4品種を用い・ キュウリ葉中での細菌の増殖(第3図),接 種葉における
電解質の漏出(第4図),気 孔の大きさ・気孔数・及び気孔の開口率などについてキュウリ品
種間の差異を検討 したが・いずれについても本病抵抗性と相関する結果は得 られなか った。
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3.本 病の発生 に対す る種 々の環境要因の影響
本病がハウス栽培で激発 し,露地栽培では少発で終 ることは,温 湿度が本病の発生に重要な
要因 となることを示唆 している。そこで,ま ず湿度との関係をみたが,噴霧接種法では病斑形
成の為には少な くとも2日以上高湿度条件下に保っ必要があった。加圧噴霧接種法では,接 種
後高湿度条件下に保持 しな くて も容易に病斑を形成 したが,高 湿度条件下に長 く保つほど大病
斑iが形成された(第2表)。 、また,接 種後植物を9,17,24,及び30℃下に保持 したところ,
30℃で最 も病斑の拡大が速かであった。次に,8葉 期のキュウリを用い,葉 位間の病斑の拡大
の差異を検討 した結果,上 位葉に比べ下位葉ほど大であった(第3表)。 また,窒 素肥料の施
用量が多いほど罹病的であった。1
4病 斑形成過程 にお ける電 顕観 察
病斑形成過程を走査型電顕で観察 した。気孔か ら侵入 した細菌は(第5図),細 胞間隙で増
殖 した後,再 び気孔より葉面上に溢出することが認め られた(第6図)。 一方,キ ュウ リ葉の
表皮細胞は接種後3日 目以降徐々に膨圧を失って扁平となり(第7,8図),接 種後8日 目に
は多数の小さな亀裂が認められた(第9図)。
次に,感染組織を電子顕微鏡で観察 した結果,本 細菌の侵害により最も早期にキュウリ葉肉
細胞の原形質膜及び葉緑体の微細構造に変化が認められた。接種後1日 目,原形質膜の一部の
電子密度が低下して膨潤 し,その後破壊された(第10図)。葉緑体は接種後2日 目までに著 し
く膨潤 し,グ ラナ構造の緩み,基 質の電子密度の低下,及 び好オス ミウム性穎粒の膨潤などが
認め られた(第11図)。また,核,ミ トコン ドリァ,及 びマイクロボディーなどの細胞内穎粒
の変化は3日 目以降になって認められた。接種後1日 目から4日 目までキュウリ葉組織中に存
在する本病原細菌の菌体表面に直径約20n皿の球状小突起物が認められたが(第12図),8日目
にはこれ らは認め られな くなった。これ ら球状小突起物の機能については明 らかでない。
翫 培養炉液によ る壊死斑 形成
Fermi培地で7417菌株を3日 間培養 して得 られた培養炉液に壊死斑形成能が認められた
(第13図)。壊死斑形成の為には,培養炉液接種後植物を24時間接種箱中に静置する必要があ
った。(第4表)。2種の半合成培地,及 び3種 の合成培地のいずれの培養炉液にも壊死斑形成
能が認められた(第5表)。 培養炉液の壊死斑形成能は培養3日 目から認められ,培 養炉液の
PHについては,PH3～6.6では壊死斑をよく形成 し,pH9で は壊死斑形成率は低 下した・
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a壊 死斑形成 因子の分離 と同定
培養演液を透析 して得 られた透析内液及び外液の両者共に壊死斑形成能が認められた。
透析内液中の壊死斑形成因子は熱処理及び除蛋白処理によって もほとんど影響を受けないこと
から・蛋白の関与はほとんどなく,糖 を主体とすると考えられた。SephadexG_75で分画
したところ・糖のピークと一致する画分に壊死斑形成能が認め られた(第14図)
。Markerの
溶出位置との比較によって,分 子量は約20,000と推定された。糖のピーク部分の画分を集め
IN。硫酸で完全加水分解 したところ
,グ ルコースのみのスポットが得 られた(第15図)。こ
の糖部分は可視光及びUVに 吸収を示 さなか
った。以上の結果か ら,透析内液中の壊死斑形成
因子はグルカ・の一種と考え られた.次}・透析外液をS,ph。d,xG-25で分画 し,各醐 の壊
死斑形成能を調べた結果,壊 死斑形成能は糖の ピ_ク部分に認められた(第16歯)。またこの
部分をIN・ 硫酸で完全加水分解 したところ
,グ ル。一スのみのスポ。トが得 られた。 これら
のことか ら・透析外液中の壊死斑形成因子 もグルカンの一種と考え られた。
7・結 論 、
キュウリ斑点細菌病は,病 原細菌が気孔から侵入し,細胞聞隙で増殖す ることによって発病
に至る・増殖した纏 は高鍍 条件下で輔 上に溢出する.これらが再び感染源とな。て病斑
が次々と形成 されることが
,接 種実験や走査型電子顕微鏡による観察によって確かめ られた。
以上のように,病 原細菌の増殖には高湿度が必須条件であ り,これがハウス栽培での激発の重
要な要因となることを示 している。また,加 圧噴霧接種法が病斑の拡大を容易に測定できる利
点を持つ ことが明らか となった。更に,病 原細菌の感染によって最 も早期にキュウリ葉肉細胞
の原形質膜と葉緑体の微細構造に変化が認め られた
。そして本病原細菌の培養炉液からキユウ
1嘆に壊死斑を形成す るグ
・レカ・と思われる物質が得 られ,こ れが本病原細菌の病原性と関連
すると推測 された。
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第2図 角型 病 斑 形 成 数 の キ ユ ウ リ品種 間差 異
〔注 〕1)各 品 種 と も第3本 葉 に 噴 霧接 種 した。
2)実 験 は2～3回 繰 り返 した。
3)図 中 の(○)は 平均 値 を 、 ま た(H)は 標 準 偏 差 を 表 わ す 。
第1表 加圧噴霧接種法による病斑拡大のキユウリ品種間差異
キユ・リ踵(噴 霧接種法による反応)
病斑の大きさ(㎜)
長 径 短 径
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
??
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
4.4
7.6
8.0
5.5
?
?
?
C
3.7a
6.1b
6.4b
4.7c
〔注〕1)第2及 び第3本 葉に各葉10ヵ 所ずっ直径5㎜ の部分に接種 した。
2)病斑の大きさは接種後8日 目に測定 した。調査病斑数は約100～120である。
3)表中の数値は3回の実験の平均値である。
4)数値の後に同一文字をつけたキユウ リ品種間では有意の差(危 険率5%)の 認めら
れないことを示す。
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第3図
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キユウ リ葉組織中で.
の病原細菌の増殖
?
〔注 〕1)各キユゥリ品種 とも第3本 葉
の直径5㎜ の部分に加圧噴霧
接種した。
2)細菌数はDisk(直径1㎝)
当りの生菌数で表わした。
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第4図 接 種 葉 か らの 電 解 質 の 漏 出
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〔注 〕1)各 品 種 と も第3本 葉 に 加 圧 噴 霧 接 種 した 。
2)接 種 葉 よ り接 種 部 分 を 中 心 に直 径9㎝ のdiskを 切 り取 り、 再 蒸
留 水25瓢 を 入 れ た コル ベ ン中 に入 れ 、 経 時 的 に電 導度 を 測 定 し
た 。 対 照 区 は 細 菌 浮 遊 液 の 代 り に蒸 留 水 を 接 種 した 。
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第2表 接 種 箱 中静 置 日数 と発 病
接種箱中
静置日数
加 圧 噴 霧 接 種 法 噴 霧接種法
病斑形成率 病斑の大きさ(㎜)1葉 当り角型
(%)一 長一 径 病斑 形成 数
?
?
?
?
??
??
100
100
100
100
6.6a
6.9a
g.gb
g.gb
4.8a
5.3b
6.7c
7.6a
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
〔注〕1)供 試キユウリ品種は大和三尺を用い、第3本 葉に接種 した。
2)加圧噴霧接種法では各葉10カ所ずつ、直径5㎜ の部分に接種し、噴霧接種法では各
処理区8葉 を供試 した。
3)病斑の大きさ、及び病斑数は接種後8日 目に調査 した。
病斑の大 きさは各処理区約60個について調査 した。
4)(病 斑数)
病斑形成率(%)=×100
(接種部分数)
5)数値の後に同一文字をつけた処理区間では有意の差(危 険率5%)の 認められない
ことを示す。
第3表 病斑拡大の葉位間差異
病 斑 の大 き さ(mm)
キユウリ品種 葉位 6日 目 15日 目
長 径 短 径 長 径 短 径
大 和 三 尺
青 長 地 這
?
?
?
?
?
?
?
?
11.2
6.8.
5.ユ
5.7
8.6
7.2
6.1
5.5
8.5
5.6
4.7
5.1
7.0
6.1
5.3
5.0
7.9
6.5
7.3
7.2
6.6
6.9
6.4
5.3
6.0
6.]
5.3
5.8
〔注〕1)加 圧 噴霧 接種法 に より、各葉10カ所ずつ 、直径5㎜ の部分 に接種 した。
2)病 斑 の大 き さは接種後6日 目及 び15日目に調査 した:。
各葉位の調査病斑 数 は約70個である。
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第4表 接 種 箱 中 静 置 日数 と壊 死 斑 形 成 率
接種箱中
静置日数 壊死斑数/接種部分数
壊死斑形成率
(ｰo)
?
?
??
?
?
0/20
51/60
38/50
30/30
0
85
76
ioo
〔注〕1)Fermi.培地で7417菌株を27℃、3日間培養 して得た培養炉液を接種源とした。
大和三尺の第1本葉に加圧噴霧接種 した。
2)壊死斑形成率は接種後4日 目に調査 した。
第5表 各 種 培 地 か ら得 た 培 養 演液 の壊 死 斑 形 成 能
供 試 培 地 壊死斑数/接種部分数 壊死斑形成率
(ｰo)
ブ イ ヨ ン 培地
対 照
脇 本 培 地
対照
Uschinsky培地
対照
Cohn培 地
対照
Fermi培 地
対照
39/55
0/so
25/60
0/so
45/60
0/55
41/55
0/55
50/60
0/60
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
〔注〕1)74ユ7菌 株を用 い、Uschinsky培地では5日 間、他 の培 地では3日 間、27℃ で 培
養 した。
2)ブ イヨン及 び脇 本培地では培 養炉液の透析 内液を、他の培地では培養炉 液を接種 源
と した。大和三 尺の第1本 葉 に加圧噴 霧接 種 した。
3)壊 死斑形成 率は接種後4日 目に調査 した。
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第15図
0
2030405060700
分 画Nq(O.8m【1tube)
透 析 内 液 のSephadexG-75(Columnsize.1.5×40cの ゲ ル 溶 出
曲線
〔注 〕溶 出 は0.1M・Nac1で行 った 。溶 出速 度:9.6説/h.
0.4
Rf
O.3
0.2
0.1
0
GS
透 析 内液 に 含 ま れ る壊 死 斑形 成 因 子 の 完 全加 水 分解 物 の
Paperchromatogram
〔注〕1)展 開剤:n一 ブタノール:ピ リジ ン=水=6=4=3
発 色=硝 酸 銀浸漬法
2)G;グ ノレコ ース
S:壊 死斑 形成因子(SephadexG-75による画分:分 画Nα54-64)
の完全加水 分解物
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第16図 透析 外 液 のSephadexG725(Columnsize.1.5×40㎝)ゲ ル 溶 出 曲
線 及 び各 画 分 の壊 死 斑 形 成 能
〔注}溶 出 は再 蒸 留 水 で 行 っ た。 溶 出 速度19.6配/h.
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第1図.ロ 貢霧 樗 糎 宏 によフ《形成さ賦佐角型病 衣乏
培 稗 後3日目.キュウ,、品{種・'伎ぢ瑠 ユ暑
第13図 .培 叢 炉 液 にぶつて二形 磯 ミ南セ 壊 死斑
堵 種 後 牛日目
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審 査 結 果 の 要 旨
キコ.ウリ斑点細菌病は外国では古くからその発生が認められているが,わが国では1971年に初め
て本病の発生が認められ,以 後全国に拡が り,今ではハウス式栽培のキコ・ウリの重要病害の一つに数
え られる。従来,本病については品種間抵抗性,そ の他生態学的な方面で若千の研究があるに過ぎず,
従って不明な点も少なくない。本 論文は本病原細菌による病斑形成過程を病態組織学的に研究すると
共に,本細菌の産生する壊死斑形成因子について研究 した結果である。
先づ接種方法について検討し.スプレーガンによる加圧噴霧法は病斑の拡大を容易に測定できるた
め,品種間の病斑拡大抵抗性の差異を調べるのに適していることを見出した。
本病に対するキユウリ品種間の抵抗性差異を通常ξ)噴霧接種法による病斑数セ検討した結果,品 種
間に抵抗性の差異がみられたが,病斑の拡大抵抗による品種間差異 とは必ずしも一致しなかった。ま
た,抵 抗性の異なる品種について.キ・ユウリ葉中での細菌の増殖.接種葉からの電解質の漏出,気孔
の大 きさ,気孔数及び開口率を調べたが,いずれも本病抵抗性とは相関 しなかった。
病斑形成過程を走査型電顕で観察した結果,気 孔から侵入した細菌は細胞間隙で増殖 した後 。再び
気孔から葉面に盗出し,これが第2次伝染源となって本病が蔓延することが認められた。感染組織を.
電顕で観察 した結果.先 づ葉肉細胞の原形質膜及び葉緑体の微細構造に変化が認あられた。また,核.
ミトコンドリア,マイクロボデイなどの細胞内頼粒についても変化がみられた。一・方,キ ユウリ葉組
織中の本病原細菌の菌体表面に直経約20nmの球状小突起物が認められ,これは細菌体から何らか
の高分子物質を分泌する器官と推定した。
次に,Ferlni培地で3日間培養 して得られた培養源液の透析内及び外液に共に壊死斑形成能が認
められた。これら壊死斑形成因子を探査 した結果,透 析内液からは高分子の.外液からは低分子の一
種のグルカンと考えられる物質がそれぞれ得られた。この透析内液をキユウリ葉に接種すると,病原
細菌の侵害と同様 な電解質の漏出.葉肉細胞の微細構造の変化などが認められ.こ の壊死斑形成因子
が本病原細菌の病原性と関連することが推測された。
以上のように,本論交はキュウリ斑点細菌病の病斑形成過程を組織学的に明らかにすると共に,本
細菌の病原性と関連のある本細菌の産生する物質を明らかに したもので,多 くの新知見を含み,本病
防除に資するところが大きい。よって審査員一同は著者が農学博士の学位を授与されるに充分な:資格
を有すると判定した。
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